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RESUMO 
 
 
 O objectivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento dum método para 
determinação de antioxidantes fenólicos por Cromatografia Líquida de Alta Pressão 
com Detecção Electroquímica (HPLC-ED).   
 Para o cumprimento deste objectivo tornou-se necessário desenvolver e 
optimizar um método de extracção de antioxidantes fenólicos de uvas pretas para 
posterior determinação por HPLC-ED.   
 De forma a poder determinar os limites de quantificação e de detecção, 
procedeu-se a um método analítico desenvolvido para determinação de alguns 
flavonóides, presentes nas uvas em estudo, por HPLC com detecção electroquímica. Os 
limites de detecção obtidos para os vários flavonóides foram inferiores a 20 nM. 
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ABSTRACT 
 
 
The aim of this work was to develop a method for determination of phenolic 
antioxidants by High Performance Liquid Chromatography with Electrochemical 
Detection (HPLC-ED). 
For this propose was necessary developed and opitimized a method of extraction 
of phenolic antioxidants of red grapes and later was made the determination of phenolic 
antioxidants by HPLC-ED. 
To be able to determine the limits of quantification and detection, we proceeded to 
an analytical method for determination of some flavonoids in grapes studied by HPLC 
with electrochemical detection. The detection limits obtained for these flavonoids were 
lower than 20 nM.  
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1.1 COMPOSTOS FENÓLICOS 
 
Os compostos fenólicos, constituem um dos maiores grupos de metabolitos 
secundários das plantas com mais de 8000 estruturas até agora conhecidas. Eles são 
importantes constituintes dos alimentos presentes na maioria dos produtos naturais, 
principalmente, em frutas e vegetais contribuindo para características como o sabor e a 
cor [1]. 
Ao longo dos tempos têm existido um crescente interesse nestes compostos 
devido ao seu efeito positivo contra algumas doenças, entre elas, o cancro e doenças 
coronárias, bem como pelos efeitos anti-bacterianos, anti-virais, anti-alérgicos e 
vasodilatadores [2-4]. Os compostos fenólicos são responsáveis pela remoção de 
radicais livres, neutralizando formas de oxigénio reactivo e pela inactivação de iões 
metálicos por quelatação.  
Os principais compostos fenólicos identificados na dieta humana, classificados 
de acordo com o número de átomos de carbono do esqueleto base são: o grupo dos 
ácidos fenólicos, os flavonóides e os compostos poliméricos, lignina e taninos.  
O nome “ácidos fenólicos”, em geral, descreve fenóis que possuem a 
funcionalidade dum ácido carboxílico. No entanto, quando são descritos metabolitos de 
plantas referem-se a diferentes grupos de ácidos orgânicos. Os ácidos fenólicos 
caracterizam-se pela presença de um único anel benzénico na sua molécula 
monomérica. Estão divididos em duas classes: uma com estrutura hidroxibenzóica, C6-
C1, e outra com estrutura hidroxicinâmica, C6-C3, como é mostrado na figura 1.1. Em 
muitos casos, aldeídos análogos são também agrupados como ácidos fenólicos [5]. 
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Figura 1.1– Esquema geral das duas classes de ácidos fenólicos: (a) estrutura hidroxibenzóica e 
(b) estrutura hidroxicinâmica. 
 
Visto que, a estrutura benzénica base permanece sempre a mesma, o número e as 
posições dos grupos hidróxilos no anel aromático condicionam o aparecimento de 
ácidos fenólicos distintos e com diferentes propriedades químicas. Aqueles que 
possuem dois grupos hidróxilo na posição orto-, como por exemplo o ácido cafeíco, são 
facilmente oxidáveis a quinonas. 
A estrutura química dos compostos fenólicos é especialmente, adequada para 
exercer uma acção antioxidante (como dador de H ou electrões, ou como receptor de 
radicais livres). Em estudos in vitro, muitos compostos fenólicos naturais são melhores 
antioxidantes que as vitaminas E ou C. A sua capacidade de quelatar metais, 
especialmente, cobre e ferro, faz com que actuem indirectamente como antioxidantes já 
que inibem a acção catalisadora dos metais na formação de radicais livres [8]. 
A remoção de radicais livres e o potencial antioxidante dos compostos fenólicos 
dependem do arranjo dos grupos funcionais da estrutura nuclear do composto. A 
estrutura base de todos os compostos fenólicos consiste na presença de um ou mais 
anéis benzeno hidroxilados. Quer o número, quer a configuração desses grupos 
hidroxilo, dadores de H são a base estrutural principal na capacidade antioxidante dos 
polifenóis [9,10]. No entanto são as ligações duplas conjugadas que permitem a 
deslocalização electrónica através da molécula, estabilizando o radical fenoxilo [11]. 
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A actividade de um antioxidante é determinada por [1]: 
  actividade como agente dador de H ou e- 
  local de interacção do radical antioxidante resultante que é controlado 
pela sua habilidade para estabilizar e deslocalizar o electrão 
desemparelhado 
  reactividade com outros antioxidantes 
  potencial de transição metal-quelato 
 
Vários estudos têm sido realizados para estudar a actividade antioxidante dos 
compostos fenólicos [12-14].  
Geralmente, a oxidação de compostos fenólicos produz radicais fenoxilo 
instáveis que podem ser oxidados a quinonas ou podem reagir entre eles para formar 
dímeros que depois polimerizam em compostos poliaromáticos [15]. 
Os vários estudos realizados a este propósito baseiam-se em técnicas 
electroquímicas [16]. A sua facilidade em oxidar-se será de grande importância para a 
sua eficiência como antioxidantes, daí o estudo electroquímico dos seus potenciais 
redox [16-19].  
 
1.2 FLAVONÓIDES 
 
Os flavonóides são compostos de baixo peso molecular derivados dos  
benzo-γ-piranos que contêm vários grupos hidróxilo unidos aos anéis de estrutura  
C6-C3-C6, designados por A, B e C, figura 1.2. A sua actividade como antioxidante 
depende das propriedades redox dos seus grupos hidroxifenólicos e da relação estrutural 
entre as diferentes partes da estrutura química.  
Os flavonóides são um grupo de compostos polifenólicos vastamente distribuído 
no reino vegetal. Existem mais de 4000 flavonóides quimicamente diferenciáveis, 
identificados em plantas. Estes compostos de baixo peso molecular são encontrados em 
frutas, vegetais, sementes, flores, assim como em vários sumos e bebidas naturais, 
sendo importantes constituintes da dieta humana [20,21]. 
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Estrutura química e classificação 
 
Os flavonóides têm uma estrutura geral que possui um esqueleto difenilpropano 
(C6C3C6), isto é, dois anéis benzénicos (denominados anel A e anel B) unidos por um 
heterociclo que contem um átomo de oxigénio (anel C) figura 1.2.  
A estrutura das várias classes de flavonóides mostra claramente que o anel A na 
maioria dos flavonóides é um grupo resorcinol, enquanto o anel B é um derivado do 
catecol. 
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Figura 1.2 – Estrutura geral dos flavonóides. 
 
Existem diferentes formas de classificar as subclasses de flavonóides. Uma 
delas, em função da configuração do anel C, divide os flavonóides em duas famílias, os 
que contêm um grupo hidróxilo na posição C3 do anel C são classificados como 3-
hidroxiflavonóides. A este grupo pertencem as subclasses de flavonóides: flavonol, 
flavanol e antocianinas. Aqueles que não possuem o grupo hidróxilo na posição C3 são 
conhecidos como 3-desoxiflavonóides, subgrupo a que pertencem as flavanonas e as 
flavonas [22]. Outra classificação foi feita em função da estrutura básica dos 
flavonóides sem ter em conta os grupos substituintes dos anéis obtendo-se assim: 
flavan-3-ol, flavanona, flavon-3-ol, antocianina, flavona e calcona [23].  
Neste trabalho será utilizada uma outra classificação, por parecer mais completa 
e de fácil compreensão, baseada na ligação do anel B ao C assim como no estado de 
oxidação e nos grupos funcionais do anel C. Esta classificação faz a distinção entre 
flavonol, flavanol, flavanona, flavona, isoflavona e antocianina [24-26]. Um esquema 
elucidativo de todas as estruturas das diferentes subclasses de flavonóides está 
representado na figura 1.3. 
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Figura 1.3– Estrutura geral das diferentes subclasses de flavonóides. 
 
Flavonol: Os flavonóis apresentam uma estrutura planar com uma dupla ligação na 
posição C2-C3 do anel C o que confere insaturação ao anel. A ligação do anel B ao anel 
C ocorre através de C2 e apresenta um grupo cetónico na posição C4. O flavonol mais 
comum na dieta é a quercetina. Está presente em várias frutas e vegetais e a sua maior 
concentração foi encontrada na cebola. Um flavonol estudado neste trabalho foi a 
quercetina. 
Flavanol: Os flavanóis apresentam um grupo hidróxilo no C3 e têm o anel B unido ao 
anel C através de C2. Não apresentam insaturação no anel C. O flavanol mais comum é 
a (+)-catequina, que foi também estudado neste trabalho. Também a (-)-epicatequina é 
encontrada habitualmente em frutas e vegetais. As mais altas concentrações de 
catequinas são encontradas no chá e no vinho tinto.  
 
Dentro do grupo dos flavanóis existem as proantocianidinas, que são polímeros 
de catequinas. As proantocianidinas são compostos que libertam antocianidinas quando 
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aquecidas em meio fortemente ácido ou alcoólico, mediante a ruptura das ligações entre 
as unidades monoméricas. Consoante se liberte cianidina ou delfinidina, estas moléculas 
recebem o nome de procianidinas ou prodelfinidinas. As primeiras são polímeros de 
catequina e epicatequina e as segundas são constituídas por galocatequinas e 
epigalocatequinas.  
Flavanona: Esta subclasse de flavonóides apresenta o anel B unido ao anel C através de 
C2, um grupo cetónico na posição do C4 e não apresenta insaturação no anel C. As 
flavanonas encontram-se exclusivamente em citrinos, estando em maior concentração 
nos tecidos sólidos, ainda que também sejam encontradas concentrações consideráveis 
nos sumos. A hesperetina e a naringenina são as flavanonas mais comuns. 
Flavona: As características estruturais das flavonas são a dupla ligação entre os C2-C3 
que lhes conferem insaturação no anel C, um grupo cetónico no C4, e a união do anel B 
ao anel C através do C2. As principais flavonas na dieta são apigenina e luteolina, sendo 
as suas fontes mais importantes a pimenta vermelha e o aipo.  
Isoflavona: Este tipo de flavonóides tem o anel B ligado ao anel C através de C3, 
apresenta insaturação no anel C devido à dupla ligação entre os C2-C3 e também possui 
um grupo cetónico no C4. As isoflavonas mais abundantes são a genisteína e a 
daidzeína que ocorrem principalmente nos legumes.  
Antocianidina: Apresentam o anel B ligado ao anel C através de C2, a insaturação do 
anel C deve-se a duas ligações duplas, C1-C2 e C3-C4, e um grupo hidróxilo no C3. 
Foram estudadas algumas antocianidinas bem como algumas antocianinas 
(antocianidinas glicosiladas). As mais comuns antocianidinas incluem a pelargonidina, 
cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina e petunidina.  
 
Os flavonóis e as flavonas possuem açúcares unidos preferencialmente no C3, 
ainda que também possam apresentar-se unidos ao C7 do anel A, pelo que estes 
compostos encontram-se comummente como O-glicósidos. A D-glucose é o açúcar 
mais frequentemente encontrado. Outros possíveis resíduos de açúcares são a D- 
galactose, a L-ramnose, a L-arabinose, a D-xilose, bem como o ácido D-glucorónico. A 
molécula sem açúcares ligados é conhecida como aglicona. Os compostos glicosilados 
são mais solúveis em água do que a sua respectiva aglicona [27].  
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Propriedades antioxidantes dos Flavonóides 
 
Os flavonóides tal como a maioria dos compostos fenólicos exibem como 
actividades biológicas, acções anti-alérgicas [28], anti-virais [29], anti-inflamatórias 
[30] e vasodilatadoras [31] .  
O número de grupos hidróxilo, a natureza dos grupos substituintes e as suas 
posições específicas na estrutura dos anéis influenciam a função dos flavonóides como 
moduladores da actividade enzimática ou como antioxidantes in vitro e in vivo [3,31].  
A importância dos antioxidantes para a saúde humana na protecção dos danos 
induzidos pelo stress oxidativo (que implica o risco de doenças crónicas) está hoje em 
dia a ser levada em conta nas recomendações alimentares, no desenvolvimento de 
alimentos funcionais e na extracção de novos compostos potencialmente terapêuticos a 
partir de plantas medicinais. Os frutos, os vegetais, os cereais e certas bebidas são ricos 
em flavonóides. 
Na oxidação ocorre a transferência de electrões de um átomo para outro e 
representa uma parte essencial da vida aeróbia e do metabolismo animal. A respiração é 
um processo oxidativo importante na vida, onde a glucose e os ácidos gordos são 
transformados em energia. Esta transformação ocorre no interior da célula, onde é 
produzido ATP, que é a molécula chave para a síntese dos componentes celulares. 
Durante a respiração é consumido oxigénio e gerado ATP, ficando como resíduos 
dióxido de carbono e água. Mas neste processo também são geradas espécies reactivas 
de oxigénio, radicais livres conhecidos por ROS (reactive oxygen species), radical 
superóxido (O2
●-
), peróxido (ROO
●
), alcóxido (RO
●
), hidróxido (HO
●
) e o óxido nítrico 
(NO
●
) [32] .  
Aproximadamente 1 a 3% do oxigénio que as células utilizam é transformado 
nestes radicais livres muito reactivos, que doutra forma seriam potencialmente letais, 
originando o denominado stress oxidativo, causador de doenças como: cancro, 
envelhecimento e cataratas [33]. As moléculas que protegem as células do stress 
oxidativo são denominadas genericamente de antioxidantes.  
A actividade antioxidante dos flavonóides foi atribuída à sua habilidade para 
doar electrões.  
 
Introdução 
9 
 
Os flavonóides podem prevenir danos causados pelos radicais livres através de 
diferentes reacções [32,38,39]: 
 
 Por inibição da acção das enzimas responsáveis da produção do anião 
superóxido, como a xantina oxidase e a proteína quinase C. 
 
 Por quelação de metais vestigiais que têm um papel importante no metabolismo 
do oxigénio. O ião ferro e o cobre são possíveis potenciadores da formação de 
espécies reactivas de oxigénio, como por exemplo pela redução de peróxido de 
hidrogénio que dá origem a radicais hidróxido altamente agressivos: 
H2O2 + Fe
2+
 (Cu
+
)                  
●
OH  +  OH
-
  +  Fe
3+
 (Cu
2+
) 
 
 Por reacção directa com radicais livres. Os flavonóides são oxidados por 
radicais, resultando num radical mais estável e menos reactivo, i.e. os 
flavonóides estabilizam as espécies reactivas de oxigénio reagindo com o 
composto reactivo do radical: 
Flavonóide (OH) + R
●  
                  Flavonóide (O
●
) + RH 
 
Certos estudos demonstraram que as agliconas possuem maior poder 
antioxidante que os flavonóides conjugados [37]. 
Os grupos hidróxilo na estrutura dos anéis dos flavonóides, sobretudo o grupo 
catecol do anel B, que confere maior estabilidade à forma radical e participa na 
deslocalização dos electrões, são os responsáveis pelo carácter antioxidante que estes 
compostos apresentam [9,40]. Outros factos importantes nas características dos 
flavenoides são atribuídos à estrutura do anel C: a dupla ligação no C2-C3 em 
conjugação com a função cetona no C4, responsável pela deslocalização electrónica no 
anel B, e a presença adicional dos grupos hidróxilo nos C3 e C5 necessários para 
exercer o máximo poder antioxidante [33,41,42]. Segundo estes critérios, o flavonóide 
quercetina é o que melhor reúne os requisitos para exercer uma função antioxidante 
efectiva. 
O comportamento electroquímico de flavonóides foi estudado por vários  
autores [45-50]. Os flavonóides podem ser electroquimicamente oxidados e a maioria 
mostra reacções de oxidação.  
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O mecanismo de acção predominante é provavelmente através da doação de um 
electrão ao radical, resultando por sua vez, na formação de uma semiquinona que pode 
ainda doar mais electrões até formar a quinona, figura 1.4. [9,51].  
Tendo em conta a informação encontrada na literatura sobre a relação entre o 
potencial de oxidação e o poder antioxidante dos flavonóides, isto é, quanto mais baixo 
for o potencial de oxidação, maior é o seu poder antioxidante [50]. Verificou-se que os 
flavonóides exibem diferentes potenciais de oxidação e consequentemente diferente 
poder antioxidante, dependendo da subclasse a que pertencem e dos grupos substituintes 
que possuem.  
 
OH
OH
O.
O-
O
O
catecol semiquinona quinona
-e
-
, -H
+
-e-, -H+
 
Figura 1.4 – Mecanismo de oxidação do anel B dos flavonóides. 
 
Os métodos electroquímicos são muito importantes na caracterização destes 
antioxidantes. A capacidade dos antioxidantes para serem oxidados em eléctrodos 
inertes permite a sua monitorização usando técnicas electroquímicas, em conjunto com 
as técnicas de separação por cromatografia.  
 
Dieta, metabolismo e absorção 
 
Os flavonóides são pigmentos naturais presentes em vegetais que protegem o 
organismo do dano produzido por agentes oxidantes como os raios UV, a poluição 
ambiental, substâncias químicas presentes nos alimentos, etc. O organismo humano 
nãopode produzir estas substâncias químicas protectoras, pelo que devem ser obtidas 
através da alimentação ou na forma de suplementos. Eles estão amplamente distribuídos 
em plantas, frutas, verduras e em diversas bebidas, componentes substanciais da parte 
não energética da dieta humana. 
Os flavonóides não possuem as características das vitaminas: não são aminas e 
pertencem a outro grupo químico, mas pela sua acção protectora e a impossibilidade do 
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organismo humano em produzi-los merecem ser incorporados no grupo de nutrientes 
essenciais. Ainda que os hábitos alimentares sejam diversificados no mundo, o valor 
médio de ingestão de flavonóides foi estimado de ~20 mg/dia nos Estados Unidos, 
Finlândia e Dinamarca, e 70 mg/dia na Holanda, onde são predominantes os flavonóis, 
especialmente a quercetina [43].  
As fontes alimentares principais dos flavonóides são, entre outras, o chá preto, a 
cebola, a maçã, a pimenta preta e as bebidas alcoólicas como o vinho e a cerveja. 
O metabolismo dos flavonóides é complexo, sendo uma parte importante 
excretada pela urina. A metabolização dos flavonóides tem lugar em duas localizações, 
em primeiro lugar no fígado, através de reacções de biotransformação de fase I e em 
segundo lugar no cólon, através de reacções de biotransformação de fase II, nas quais os 
microorganismos degradam os flavonóides não absorvidos [44].  
Existe uma grande controvérsia sobre se os flavonóides glicosilados são ou não 
absorvidos no corpo humano. A forma que é absorvida é a forma aglicona. Em geral, é 
considerado que os flavonóides glicosilados são absorvidos como agliconas depois de 
sofrer um processo prévio de hidrólise no interior do tracto digestivo.  
De qualquer forma a indústria alimentar hoje em dia está a tentar aumentar o 
número de flavonóides agliconas em suplementos alimentares [39,44].  
 
1.3 ANTOCIANINAS 
 
As antocianinas são os pigmentos mais importantes das plantas visíveis pelo 
olho humano. Possuem efeitos terapêuticos positivos associados principalmente às suas 
propriedades antioxidantes, existindo vários estudos a este respeito [53-55]. A 
cianidinae os seus glicósidos representam um dos maiores grupos de antocianinas 
naturais com este tipo de propriedades [58].  
As diferenças entre as antocianinas estão relacionadas com o número de grupos 
hidróxilo, natureza e número de açúcares unidos à molécula, a posição dessas ligações e 
a natureza e número de ácidos alifáticos ou aromáticos unidos aos açúcares da molécula. 
Até à data existem 17 antocianidinas ou agliconas naturais conhecidas mas só 6 
são comuns na maioria das plantas [53].  
As seis antocianidinas mais comummente encontradas são: pelargonidina (Pg), 
peonidina (Pn), cianidina (Cy), malvidina (Mv), petunidina (Pt) e delfinidina (Dp).  
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Os glicósidos das três antocianidinas não metiladas (Cy, Dp e Pg) são as 
antocianinas mais encontradas na natureza, estando presentes em 80% dos pigmentos 
das folhas, 69% das frutas e 50% das flores [53]. 
Estruturalmente, as antocianinas são constituídas por dois anéis benzénicos 
unidos por um anel heterocíclico que pode ser do tipo pirano ou pirilo, figura 1.5. No 
grupo pirilo encontra-se o oxigénio tetravalente com uma valência livre, que confere 
carácter iónico à molécula inteira [59].  
 
 
Figura 1.5 – Estruturas do grupo pirano e pirilo. 
 
Estes compostos possuem muitos outros efeitos potencialmente benéficos para 
diversas doenças, como diabetes, deficiências de microcirculação que resultam na 
fragilidade capilar, bem como propriedades anti-inflamatórias e anti-tumorais 
[53,56,57]. 
A antocianidina, isto é, a antocianina sem a molécula de açúcar, figura 1.6, é 
conhecida pelo nome de aglicona ou catião flavílio. A deficiência electrónica do catião 
flavílio faz com que as antocianidinas sejam muito reactivas e não existam 
naturalmente, estando sempre esterificadas com uma ou mais moléculas de açúcar que 
lhes conferem estabilidade, sendo este complexo o que recebe o nome de antocianina.  
Assim, uma antocianina é formada por uma aglicona (antocianidina) esterificada 
por uma ou mais moléculas de açúcar. Estas são as formas que existem na natureza [59].  
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Figura 1.6– Estrutura de uma antocianidina ou aglicona, também conhecido como catião 
flavílio. 
 
As antocianidinas são instáveis em água e muito menos solúveis que as 
antocianinas [62], por isso pensa-se que a glicosilação, proporcione estabilidade e 
solubilidade a estes pigmentos [58,59].  
Os açúcares substituintes mais comuns nas antocianinas são a glucose, ramnose, 
xilose, galactose, arabinose e fructose. Nas antocianinas, tanto os substituintes 3-O-
glicósido como 3,5-O-diglicósido são os dominantes, embora tenham sido encontradas 
glicosilações no C7, C3’ e C5’ [60].  
Os resíduos dos açúcares das antocianinas podem ser acilados com um ou mais 
grupos de ácidos alifáticos como os ácidos malónico, acético, málico, oxálico, e ácidos 
fenólicos benzóicos ou fenólicos cinâmicos incluindo o p-cumárico, cafeico, ferúlico, 
sinápico e gálico.  
Os grupos substituintes das antocianinas geralmente influenciam a sua 
reactividade e a cor por variações da distribuição electrónica. A cor das antocianinas 
também está condicionada pelas condições físico-químicas do meio. 
Geralmente a cor varia do vermelho ao azul com o aumento dos grupos 
hidróxilo, observando-se o efeito inverso quando se substituem estes grupos por grupos 
metóxilo. 
Para um determinado pH as antocianinas-3-glucósido são mais coradas que as 
antocianinas-3,5-diglucósido ou as antocianinas-5-glucósido [53]. Da mesma forma as 
antocianinas podem ser coradas ou incolores consoante o pH do meio, concentração e 
presença ou não de copigmentos [58]. Vários estudos foram realizados sobre a 
estabilidade da cor das antocianinas em função do pH em solução aquosa [55,61-64].  
As antocianinas são solúveis em solventes polares, e são comummente extraídas 
das plantas com metanol contendo pequenas quantidades de ácido clorídrico ou ácido 
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fórmico [65]. O ácido diminui o valor do pH da solução prevenindo a degradação dos 
pigmentos de antocianina não acilada.  
De qualquer modo, pequenas quantidades de ácido podem sofrer parcial ou total 
hidrólise dos grupos acilo das antocianinas aciladas presentes em algumas plantas [73].  
 
1.4 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA PRESSÃO COM 
DETECÇÃO ELECTROQUÍMICA 
 
Cromatografia, em todas as suas variantes, é um método de separação de 
componentes de uma mistura em que a separação depende da distribuição das diferentes 
moléculas entre duas fases: uma fase estacionária e uma fase móvel. Os métodos 
cromatográficos classificam-se de acordo com a natureza da fase estacionária e fase 
móvel, os seus estados físicos e os mecanismos de separação [66]. 
Em cromatografia líquida, a fase móvel é um líquido que escoa ao longo da fase 
estacionária numa direcção definida. Os compostos que são fracamente retidos pelo 
sorbente da fase estacionária escoam mais rapidamente ao longo do enchimento, 
enquanto os que estabelecem interacções mais fortes com a fase estacionária saem mais 
lentamente até à separação completa dos componentes duma mistura.  
O processo de escoamento dos compostos, que são arrastados pela fase móvel ao 
longo da coluna até à saída, designa-se por eluição [67]. O detector regista o resultado 
na forma de um cromatograma, tal como é mostrado na figura 1.7. 
Assim, um cromatograma é a resposta do detector na forma de gráfico, 
representando a concentração de analíto no efluente (também pode ser qualquer outra 
medida de quantidade) em função do tempo ou do volume de eluição. 
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Figura 1.7. Esquema geral de um cromatograma líquido onde dois picos são eluidos da coluna. 
 
De um cromatograma podem obter-se vários parâmetros que caracterizam a separação: 
 t0 (tempo morto da coluna): também conhecido como o tempo extra da 
coluna, é o tempo que demora um soluto que não foi retido na coluna para 
ser eluído, isto é, um composto que é insolúvel ou não é adsorvido na fase 
estacionária.  
 tR (tempo de retenção): é o tempo que demora um soluto a ser totalmente 
eluido da coluna. Na figura 1.7 estão representados por t1 e t2 a resposta 
para dois solutos diferentes. 
 w1/2 : largura do pico a meia altura. 
 w (largura da banda do pico): resultante da intersecção das duas tangentes 
aos pontos de inflexão do pico. 
 α R2 R1=t' /t'  (factor de separação): parâmetro termodinâmico que mede a 
retenção relativa de dois compostos e descreve a capacidade do método 
para separá-los. Depende da fase estacionária, da temperatura e da fase 
móvel seleccionadas sendo independente do fluxo.  
 Rs R2 R1 1 2=(t -t )/((w +w )/2) (resolução): é a medida que determina que dois 
picos adjacentes estão completamente separados. Quando Rs é igual a 1,5 
pode dizer-se que a separação entre os picos é quase completa e eles estão 
sobrepostos menos de 1%. Um valor de resolução superior a 2 entre o pico 
de interesse e o pico vizinho mais próximo é o ideal para o método ser 
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robusto. Numa cromatografia isocrática a resolução diminui ao aumentar a 
velocidade do fluxo e aumenta quando este diminui. 
 k
R 0 0 R 0=(t -t )/t =(t' /t )  (factor de retenção): é um parâmetro 
termodinâmico que fornece uma medida relativa do tempo que o analito 
reside na fase estacionária e na fase móvel, é específico de cada 
substância, e depende de vários factores, como a fase estacionária, a fase 
móvel, a temperatura, etc.  
 
A cromatografia líquida de alta eficiência, (HPLC, High Performance Liquid 
Chromatography), iniciou-se na década dos anos 60. É uma extensão da cromatografia 
líquida clássica e está caracterizada pelo uso de colunas em aço inox muito mais 
estreitas, com diâmetro interno de 2-5 mm, empacotadas com partículas de tamanho 
muito pequeno, 3-10 µm, que constituem a fase estacionária. A fase móvel circula sob 
alta pressão ao longo da coluna com um fluxo controlado. A alta pressão permite 
análises mais rápidas e o uso de fases estacionárias constituídas por micro partículas 
permite uma elevada eficiência na separação [66]. 
A técnica de HPLC revelou-se um dos mais eficientes métodos cromatográficos, 
em virtude do desenvolvimento de instrumentação automatizada. Permitiu a injecção de 
volumes de amostra cada vez mais pequenos e reprodutíveis e a detecção de 
quantidades de analíto cada vez menores em sistemas de detecção em fluxo que indicam 
quando os componentes sofrem eluição da coluna. 
Esta técnica veio complementar a cromatografia de gases (GC) no tipo de 
compostos que podem ser separados. Apresentou também a vantagem de tempos de 
retenção mais curtos e maior número de análises por unidade de tempo. A introdução de 
colunas capilares, como em GC, oferece um maior número de pratos teóricos e uma 
melhor resolução do que as colunas padrão. Outra vantagem que esta técnica apresenta é 
a de menor quantidade de fase móvel, o que permite utilizar solventes tóxicos, raros, ou 
caros bem como o uso de fases estacionárias dispendiosas [66]. 
Assim, um sistema de HPLC consiste em quatro componentes principais: uma 
bomba, um sistema de injecção, uma coluna de separação e um detector, todos 
conectados numa instalação resistente a altas pressões, que podem ir até 300 atm.  
Em geral, a técnica de HPLC é um processo dinâmico onde as moléculas dos 
analítos se movem através de um enchimento poroso, por acção da fase móvel 
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bombeada continuamente e interagem com diferentes afinidades com o material da fase 
estacionária. 
A cromatografia líquida de alta eficiência pode ser dividida em dois grupos 
principais: em fase normal (HPLC-NP) e em fase reversa (HPLC-RP).  
Na cromatografia em fase normal uma fase estacionária polar (normalmente 
sílica) é usada para a retenção dos analítos polares. As separações em fase reversa estão 
baseadas em forças atractivas entre solutos não polares e grupos funcionais não polares 
ligados a um suporte de sílica.  
A maioria das separações são levadas a cabo por HPLC de fase reversa devido 
ao seu maior campo de aplicação que por fase normal pois existem muito poucos 
compostos que sejam retidos permanentemente na coluna. As colunas também tendem a 
ser mais robustas [68]. 
Para um soluto ser retido por um sistema cromatográfico deve ser transferido da 
fase móvel para a fase estacionária. A associação do soluto com a fase estacionária pode 
envolver partição, adsorção ou uma combinação de ambas.  
Num processo por partição, o soluto está praticamente todo embebido na fase 
estacionária enquanto num processo por adsorção o soluto está apenas em contacto 
superficial com a fase estacionária e não totalmente embebido nela. Esses dois 
processos foram usados para desenvolver as duas teorias principais que descrevem o 
mecanismo de retenção molecular em HPLC-RP [69]. 
Na fase reversa existe uma relação exponencial entre o factor de retenção k e a 
fracção do volume do solvente orgânico na fase móvel. Um erro de 1% na quantidade 
de solvente orgânico pode fazer variar o tR entre 5% e 15% [70].  
Quando a composição da fase móvel é alterada gradualmente ao longo da 
eluição cromatográfica, por aumento e posterior diminuição da percentagem de metanol 
fala-se de uma eluição em gradiente. Nos casos em que a composição da fase móvel se 
mantém constante durante toda a análise o tipo de eluição é conhecido como isocrático.  
Pode dizer-se que, nas cromatografias em fase reversa, os compostos apolares ou 
fracamente polares são mais fortemente retidos na fase estacionária do que na fase 
móvel. A retenção de um composto na fase estacionária é tanto maior quanto menor é a 
sua solubilidade na fase móvel.  
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Um detector de HPLC deve seguir os seguintes requisitos [71]:  
 Suficiente sensibilidade 
 Limite de detecção suficientemente baixo  
 Amplo intervalo dinâmico linear 
 Suficiente estabilidade e reprodutibilidade do sinal 
 Resposta do sensor rápida  
 Ligação entre a coluna e o detector curta e directa 
 Detector com volume morto tão pequeno quanto possível 
 
Existem outras características que afectam a aplicabilidade do detector, por 
exemplo, se é pretendido que o detector mostre a mesma sensibilidade para todos os 
solutos detectados, e que o sinal seja o menos possível influenciado pela temperatura, a 
velocidade do fluxo e a composição da fase móvel. 
A electroquímica oferece um grande grupo de métodos que podem ser usados 
para a contínua detecção de substâncias. Para a técnica de HPLC, os detectores 
electroquímicos mais utilizados são o amperométrico e o coulométrico. 
O facto de poder combinar o alto poder de resolução da cromatografia líquida de 
alta eficiência com a alta sensibilidade da detecção electroquímica através de células de 
fluxo faz com que seja uma das mais poderosas técnicas bioanalíticas disponíveis [72]. 
A detecção electroquímica (ED) baseia-se na propriedade de um composto para 
sofrer uma oxidação ou redução num eléctrodo a um potencial aplicado. A velocidade 
da reacção electroquímica é observada como uma corrente, e, por isso essas técnicas são 
conhecidas por amperometria, que, literalmente, significa medida de corrente em 
amperes (A). 
Em HPLC-ED, a fase móvel do sistema cromatográfico, que actua como 
electrólito de suporte, passa através da célula electroquímica. O analíto na forma 
reduzida é então oxidado, ou vice-versa, e a corrente resultante é monitorizada em 
função do tempo. Os compostos separados são observados como picos onde a altura de 
cada pico é proporcional à concentração de cada analíto.  
É necessário um potenciostato de três eléctrodos para um controlo preciso do 
potencial aplicado. O transdutor confina os eléctrodos de trabalho, auxiliar e de 
referência num pequeno volume, que é tipicamente inferior a 20 µL [72]. 
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DETERMINAÇÃO DE FLAVONÓIDES POR HPLC 
 
A técnica de HPLC foi utilizada pela primeira vez para a determinação de 
flavonóides em 1976 por Fischer e Wheaton [73]. Com o passar dos anos muitas 
técnicas diferentes foram propostas para a separação e determinação de flavonóides e 
compostos fenólicos em geral. A maioria desses métodos estão baseados na técnica de 
HPLC, devido à sua versatilidade, precisão e custo relativamente baixo. Esta técnica é 
normalmente utilizada em conjunção com métodos de detecção de absorção por  
Ultravioleta-Visível [74,75], DAD-Ultravioleta [76,77], fluorescência [78] e 
Espectrometria de massa [79].  
Em geral, as separações deste tipo de compostos são obtidas em colunas de fase 
reversa C18, e as diferenças nas características dos métodos de identificação e 
quantificação estão associadas com o sistema de detecção. 
Muitos são os métodos espectrofotométricos utilizados para a quantificação de 
compostos fenólicos. No entanto, existem várias dificuldades associadas a esse tipo de 
metodologias sendo a sua utilidade frequentemente questionada.  
A diversidade de compostos fenólicos implica a selecção de um solvente e/ou 
um comprimento de onda de absorção que são arbitrárias [80].  
Outra desvantagem importante de medidas directas por espectrofotometria pode 
ser atribuída à falta de selectividade desses métodos, principalmente porque é 
sobrestimado o teor fenólico [81].  
Os métodos cromatográficos com detecção electroquímica (HPLC-ED), bem 
conhecidos pela sua capacidade para detectar quantidades vestigiais de muitos 
componentes em matrizes complexas devido à sua elevada selectividade e sensibilidade 
[82], são de particular interesse para a análise de antioxidantes, já que todos estes 
compostos são electroactivos [83-85]. 
Nas separações de flavonóides levadas a cabo em fase reversa, espera-se uma 
eluição que começa pelos compostos mais polares e acaba nos compostos menos 
polares. Assim, de um modo geral, os primeiros compostos a sair da coluna 
cromatográfica serão os que pertencem à subclasse dos flavanóis, as catequinas e as 
epicatequinas. De seguida sairão as antocianinas e depois os compostos membros das 
subclasses dos flavonóis, flavonas e flavanonas. A polaridade do anel básico das últimas 
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três subclasses é muito similar, mas a adição de grupos hidróxilo à estrutura do anel B 
resulta numa alteração substancial da polaridade da molécula [76]. 
 
1.5 APLICAÇÃO 
 
As uvas são consideradas uma das maiores fontes de compostos fenólicos 
quando comparadas com outras frutas e vegetais. Porém a grande diversidade de 
culturas resultam em uvas com diferentes características, tanto de sabor quanto de 
coloração, o que certamente está associado com o conteúdo e o perfil dos polifenólicos. 
Por ser a matéria-prima para a produção de vinhos e sumos, é importante conhecer os 
teores de compostos fenólicos das uvas, pois estes podem influenciar a qualidade dos 
produtos finais. 
De acordo com muitos estudos científicos existe um consenso em torno da ideia 
que uma dieta rica em antioxidantes reduz o risco do Homem contrair um sem número 
de patologias crónicas. A acção dos antioxidantes é fundamental, uma vez que, 
inactivam compostos reactivos de oxigénio (com radicais livres), originados pela 
redução do oxigénio molecular (respiração celular). Os referidos radicais livres actuam 
sobre os hidratos de carbono, proteínas, vitaminas e lípidos, presentes em conjunto ou 
em separado, na alimentação humana [84-88]. 
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2.1 INTRODUÇÃO 
 
Neste capítulo apresenta-se uma descrição dos reagentes, soluções, métodos de 
investigação, instrumentação, tratamento de dados e condições experimentais utilizadas.  
 
2.2 REAGENTES E MATERIAIS 
 
Os reagentes utilizados foram: 
 Morina hidratada, 2’,3,4’,5,7-pentahidroxiflavona, de 95% de pureza; 
rutina, 3’,4’,5,7-tetrahidroxiflavona-3β-D-rutinose 98% puro; (+)-catechin 
hydrate, 98% puro (catequina); quercetina, 3’,4’,3,5,7-pentahidroxiflavona 
98% puro; foram adquiridos à Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha; 
  Oenin chloride (oenina); kuromanin chloride (kuromanina); myrtillin 
chloride (mirtilina); fisetin (fisetina) e delphinidin chloride (delfinidina) 
foram obtidas da Extrasyntèse, França; 
 Metanol (CH3OH), com grau de pureza para HPLC, foi adquirido da 
Merck e o ácido fórmico (HCO2H) foi da Panreac, Barcelona, Espanha.  
 
As fases móveis utilizadas para HPLC e as soluções padrão dos flavonóides 
foram preparadas em água desionizada ultrapura obtida pelo sistema Millipore Milli-Q 
System (conductividade < 0,1 S cm-1), Millipore S.A., Molsheim, França. As soluções 
padrão dos flavonóides foram preparadas na fase móvel A.  
Na medição de μ-volumes (20-1000 μL) para preparar as diferentes soluções 
foram utilizadas micropipetas Gilson, SAS. 
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SOLUÇÕES E FASES MÓVEIS UTILIZADAS 
 
Neste trabalho foram usadas duas fases móveis. As fases móveis utilizadas nas 
análises efectuadas por HPLC foram: a fase móvel A constituída por 83% de água, 16% 
de metanol e 1% de ácido fórmico, e a fase móvel B constituída por 68,5% de água, 
30% de metanol e 1,5% de ácido fórmico. Também foi adicionado, a cada fase móvel, 
KCl 1 M, necessário para garantir a estabilidade do eléctrodo ISAAC de quase-
referência da célula electroquímica (ver secção 2.4.2.2).  
O pH final da fase móvel A foi 2,15 e da fase móvel B foi 2,11.  
 
EQUIPAMENTOS E INSTRUMENTAÇÃO 
 
O equipamento de HPLC-ED, figura 2.1A, consiste num cromatógrafo “Waters 
2690 Alliance” acoplado a um detector espectrofotométrico de fotodiodos, “Photodiode 
Array Detector 996” (PDA 996) da Waters S.A., U.S.A., por sua vez ligado em série 
com um detector electroquímico “CONCORDE Electrochemical Detector”, de Antec 
Leyden, Holanda, figura 2.1B. 
 
 Coluna guarda e coluna analítica 
 
Foram escolhidas uma coluna guarda e uma coluna analítica com dimensões e 
características apropriadas para a separação de flavonóides. A coluna analítica foi uma 
C18 de fase reversa, Inertsil ODS-3V de Inertsil.  
As dimensões da coluna analítica são 150x4,6 mm. A fase estacionária é 
constituída por partículas de 5 μm de diâmetro e poros de 100 Å. Foi colocada uma 
coluna guarda com as mesmas características que a coluna analítica.  
Uma imagem da coluna analítica e da coluna guarda colocadas no sistema pode ser 
observada na figura 2.1B. 
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A)                                                                                      B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1- (A) Equipamento de HPLC: (1) Carrossel de colocação das amostras, (2) Detector 
electroquímico. (B) Imagem do interior do detector electroquímico: (1) Coluna guarda,  
(2) Coluna analítica, (3) Célula electroquímica. 
 
 Célula electroquímica e condições de medida 
 
Na detecção por amperometria foi utilizada uma célula electroquímica VT-03 
com uma configuração wall-jet, fig. 2.1B. A célula é formada por um eléctrodo de 
carbono vítreo com 2 mm de diâmetro utilizado como eléctrodo de trabalho, um 
eléctrodo de referência in-situ Ag/AgCl, designado por ISAAC, e um eléctrodo auxiliar 
de aço inoxidável. A capacidade volumétrica da célula é de 0,16 μL.  
O eléctrodo de referência nesta célula é um eléctrodo quase-referência obtido 
pela adição de KCl 1 M à fase móvel. A diferença de potencial entre o eléctrodo de 
referência Ag/AgCl saturado com 3 M KCl e o eléctrodo ISAAC é de + 0,190 V. 
Assim, um potencial de oxidação de + 0,550 V no ISAAC corresponde a um potencial 
de oxidação de aproximadamente + 0,350 V vs. Ag/AgCl, 3M KCl.  
 
 Condições cromatográficas 
 
Neste trabalho foram utilizadas duas fases móveis. A fase móvel A constituída 
por 83% de água, 16% de metanol e 1% de ácido fórmico, e a fase móvel B constituída 
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por 68,5% de água, 30% de metanol e 1,5% de ácido fórmico. De acordo com o 
comportamento voltamétrico dos flavonóides a pH 2.02, foi escolhido o potencial + 
0,50 V vs. ISAAC como o mais apropriado para a detecção destes flavonóides nos 
extractos da película de uvas pretas, depois de diluídas 50 vezes em fase móvel A.  
A eluição foi realizada em modo gradiente de fase móvel A para B dos 5 
minutos para os 15 minutos a um fluxo de 1 mL/min e com um volume de injecção de 
25 µL e a uma temperatura de 40ºC. No ISAAC, foi fixado um valor de potencial de + 
0,50 V. Este valor de potencial foi utilizado em todas as experiências cromatográficas 
realizadas. 
A coluna guarda e a coluna analítica foram colocadas em série dentro de uma 
gaiola Faraday, figura 2.1B. Esta gaiola possui um forno que permite manter uma 
temperatura constante na coluna. A temperatura escolhida para realizar as experiências 
foi de 40 C.  
Todos os cromatogramas apresentados foram adquiridos no software  
Millenium 32 Chromatography Manager de Waters S.A. Os cromatogramas e resultados 
das curvas de calibração foram tratados no Microcal Origin. Também foi utilizado o 
Excel para tratamento de alguns dados. 
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3.1. INTRODUÇÃO 
 
A cromatografia líquida de elevada eficiência (HPLC), possui um elevado poder 
de separação para amostras com matrizes complexas. A sua aplicação encontra-se 
dependente de um método de detecção sensível e selectivo. A associação do HPLC com 
a detecção electroquímica (ED) permite a obtenção de resultados de elevada 
selectividade. 
A maioria dos procedimentos analíticos que foram desenvolvidos para o estudo 
de flavonóides em alimentos quantifica os flavonóides na sua forma natural, isto é, na 
forma glicosilada, com excepção das catequinas, que ocorrem como agliconas. Na 
alimentação diária é comum encontrar-se cerca de 50 flavonóides glicosilados.  
Neste trabalho foi desenvolvido um procedimento para a separação e 
quantificação de flavonóides e das suas agliconas em três das cinco subclasses 
existentes: os flavonóis, as flavonas e as flavanonas.  
Foi também desenvolvido um tratamento de amostra natural proveniente de 
películas de uvas pretas. Por fim, foi feita a determinação quantitativa de flavonóides 
padrão por HPLC-ED. A figura 3.1 mostra a estrutura química de alguns flavonóides 
presentes na película das uvas em estudo neste trabalho. 
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Figura 3.1- Estrutura química de alguns flavonóides presentes na película das uvas em estudo 
neste trabalho por HPLC-ED. 
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Além do detector electroquímico foi utilizado como método de comparação um 
detector DAD (“diode array detector”), mas não pode efectuar-se a validação do método 
electroquímico pois não é possível a detecção com o DAD destes compostos nas 
concentrações utilizadas neste trabalho. 
 
3.2. OPTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE SEPARAÇÃO 
CROMATOGRÁFICA 
 
Foram feitos alguns testes de forma a optimizar a separação cromatográfica. 
Esses testes foram realizados com uvas de casta “Touriga Nacional”. Os resultados 
encontram-se na tabela 3.1. 
 
Tabela 3.1 – Condições experimentais que foram utilizadas nos testes para optimização das 
condições experimentais.  
T/ºC Eluição em gradiente Volume de injecção/µL 
25 
Fase móvel A para B, 7,5 min a 10,5 min 
25 
40 50 
25 
Fase móvel A para B, 7,5 min a 15,5 min 
25 
40 50 
25 
Fase móvel A para B, 5 min a 15 min 
25 
40 50 
25 
Fase móvel A para B, 11 min a 21 min 
25 
40 50 
 
 
3.3. DETERMINAÇÃO DE FLAVONÓIDES PADRÃO POR HPLC-ED 
 
Foi feito um estudo por HPLC-ED a um potencial constante de + 0.50 V de 
vários flavonóides padrão: a delfinidina (1), a catequina (2), a myrtillina (3), a 
epicatequina(4), a kuromanina (5), a peonidina (6), a petunidina (7), a oenina (8), a 
rutina (9), a myricetina (10), a fisetina (11), a morin (12) e a quercetina (13), todos com 
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concentração de 1µM, numa determinação com eluição de gradiente de duas fases 
móveis: a fase móvel A constituída por 83% de água, 16% de metanol e 1% de ácido 
fórmico, e a fase móvel B constituída por 68,5% de água, 30% de metanol e 1,5% de 
ácido fórmico (fase móvel A, 5 minutos, seguida de fase móvel B, 15,5 minutos), à 
temperatura de 40ºC, com um volume de injecção de 25 µL e um fluxo de 1 mL/min.  
 
Figura 3.2 - Cromatograma obtido de mistura de padrões. 
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De acordo com o cromatograma da figura 3.2, foi possível identificar os 
flavonóides padrão e os seus respectivos tempos de retenção (tabela 3.2).  
 
Tabela 3.2 – Identificação dos flavonóides padrão e os respectivos tempos de retenção. 
 Flavonóides tR/minutos 
1 Delphinidin 2,5 
2 Catechin 5 
3 Myrtillin 7,5 
4 Epicatechin 8 
5 Kuromanin 11 
6 Peonidin 14 
7 Petunidin 15 
8 Oenin 16 
9 Rutin 19 
10 Myricetin 22 
11 Fisetin 24 
12 Morin 27,5 
13 Quercetin 35 
 
Para a realização das curvas de calibração foram preparadas soluções stock de 
concentração 1 µM de vários flavonóides. A partir destas soluções utilizaram-se os 
volumes necessários para preparar soluções de concentração diferente na fase móvel A.  
Para calcular a precisão do método avaliou-se a dispersão de 5 injecções de cada 
padrão. As curvas de calibração foram realizadas a partir do estudo cromatográfico  
de cada padrão individualmente.  
Depois da injecção de diferentes concentrações do composto num volume de  
25 µL foi obtida a curva de calibração para cada um dos flavonóides. Os resultados 
correspondentes a essas curvas estão apresentados na tabela 3.3, a equação: altura do 
pico/nA = A + B*[flavonóide]/nM. 
A equação da recta de calibração permitiu calcular os coeficientes de  
correlação, R
2
, obtendo-se valores muito próximos da unidade, o que indica que a curva 
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tem um comportamento linear e directamente proporcional. Na tabela 3.3 encontram-se 
sumariados os parâmetros obtidos nas regressões lineares destas curvas de calibração. 
Os parâmetros para definir a sensibilidade do método são o limite de detecção 
(LOD) e o limite de quantificação (LOQ). O limite de detecção, expresso como a 
concentração, cL, ou a quantidade, qL, é derivado da mais pequena medida, xL, que pode 
ser detectada com razoável certeza para um processo analítico.  
O mais baixo limite de detecção pode ser entendido como o limite abaixo do qual 
a detecção não é possível com um grau específico de certeza, deve corresponder a uma 
concentração que, com uma grande probabilidade, dará sinais que podem ser 
distinguidos dos sinais obtidos do branco.  
 
Tabela 3.3 - Coeficientes de regressão, coeficientes de correlação e equações da curva para 
cada flavonóide. 
Analíto Equação da curva/nA SD/nM N P R
2
 
Catechin y=0,05998+0,01435x 0,06292 6 0,0007e-4 0,9567 
Fisetin y=0,0046+0,00113x 0,00507 6 0,00078e-4 0,9548 
Quercetin y=-0,00184+0,00303x 0,00797 6 <0,0001 0,9839 
Rutin y=0,01306+0,00297x 0,00778 6 <0,0001 0,9841 
Kuromanin y=0,11804+0,03172x 0,12580 6 0,00048e-4 0,9643 
Myrtillin y=0,04041+0,01017 0,04358 6 0,00065e-4 0,9586 
Delphinidin y=0,53315+0,00367x 0,02083 5 0,01144 0,9117 
Oenin y=-0,00415+0,00589x 0,01213 6 <0,0001 0,9901 
  
É definido o limite de quantificação (LOQ) como a concentração mais pequena 
de uma substância que pode ser determinada usando uma precisão analítica expressa 
como o intervalo de confiança relativo. 
Estes valores foram calculados usando as seguintes equações [97]: 
 LOD = 3,3 x SD/declive 
 LOQ= 10 x SD/declive 
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Os limites de detecção bem como os limites de quantificação para cada 
composto analisado são mostrados na tabela 3.4. Pela tabela é possível concluir que a 
oenina apresenta o limite de detecção mais baixo de todos os compostos estudados. As 
rectas de calibração obtidas para os quatro flavonóides permitiram calcular o limite de 
detecção e limite de quantificação associados à detecção amperométrica para o 
potencial de + 0,50 V.  
 
Tabela 3.4- LOD e LOQ para quatro flavonóides determinados por HPLC com detecção 
amperométrica a um potencial de + 0,50 V. 
Analíto LOD/nM LOQ/nM 
Catechin 14,469 43,847 
Fisetin 14,806 44,867 
Quercetin 8,680 26,304 
Rutin 8,644 26,195 
Kuromanin 13,088 39,659 
Myrtillin 14,141 42,851 
Delphinidin 18,730 56,757 
Oenin 6,796 20,594 
 
Os dados da tabela 3.4 mostram que a detecção amperométrica dos flavonóides 
estudados a + 0,50 V apresenta um LOD inferior a 20 nM. 
 
3.4 ESTUDO DOS ANTIOXIDANTES PRESENTES NA PELÍCULA 
DAS UVAS PRETAS 
 
 As películas das uvas estudadas foram cedidas pelo Eng. Ricardo Reis, da 
empresa Vinhos Lapa dos Reis, Podentes, Penela, Portugal. A colheita das mesmas 
também foi efectuada por ele. 
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Tabela 3.5 – Correspondência entre os extractos e a data da colheita. 
 Colheita 
1ºextracto 8.8.2009 
2ºextracto 15.8.2009 
3ºextracto 20.8.2009 
4ºextracto 22.8.2009 
5ºextracto 2.9.2009 
6ºextracto 3.9.2009 
7ºextracto 5.9.2009 
 
A colheita foi feita a partir do inicio de Agosto, todas as semanas até às 
vindimas. Foram colhidos 20 bagos do mesmo pé de videira da casta Touriga Nacional 
e congelados. As datas das colheitas estão na tabela 3.5. 
 
3.4.1 Método de extracção dos antioxidantes presentes na película das 
uvas pretas 
 
Neste trabalho foi desenvolvido um novo método para a extracção dos 
antioxidantes presentes na película das uvas pretas.  
Foram testadas várias condições experimentais e optimizada a extracção dos 
antioxidantes presentes na película de uvas, tabela 3.6.  
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Tabela 3.6 – Condições experimentais de forma a optimizar a extracção dos antioxidantes na 
película das uvas. 
Microondas Diluição 
Com 
 
Em fase móvel A 
Sem 
 
Em fase móvel A 
Com Em fase móvel B 
Sem 
 
Em fase móvel B 
 
 
Método de extracção dos antioxidantes presentes na película das uvas pretas: 
 As uvas foram armazenadas no congelador até a extracção ser realizada. Antes de 
serem usadas, descongelam-se os bagos e determina-se a massa total de 10 bagos de uva 
de tamanho semelhante. 
 As peles foram retiradas com a ajuda de uma pinça e esmagadas com um pilão, sendo 
posteriormente pesadas. A polpa e as sementes foram descartadas.  
 Para facilitar a quebra das ligações, à medida que se vão esmagando as peles, vai-se 
colocando as mesmas no microondas, a uma potência de 450 W durante 30 segundos 
(repete-se este processo até as peles estarem bem esmagadas). 
 A extracção dos flavonóides das peles das uvas vermelhas foi realizada por ultra-
sons, utilizando ácido clorídrico em metanol como solvente de extracção. 
 As peles esmagadas foram pesadas e misturadas com 3 mL MeOH/HCl (99:1 em 
volume). 
 As amostras foram colocadas em frascos protegidos da luz com folha de alumínio, 
que foram imersos num banho de ultra-som à temperatura ambiente, com frequência de 
42 kHz, durante 15 minutos. 
 Depois retiraram-se as amostras do banho de ultra-som e foram deixadas à 
temperatura ambiente durante 1 hora. 
 O extracto foi centrifugado a 3500 rpm durante 20 minutos, para posteriormente ser 
colocado no congelador. 
 As peles restantes foram novamente misturadas com 3 mL MeOH/HCl e submetidas 
ao tratamento de ultra-som, durante 30 minutos, e depois foram deixadas à temperatura 
ambiente durante 1 hora. 
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 O extracto foi novamente centrifugado e colocado no congelador. 
 As peles remanescentes foram misturadas com 3 mL da solução de extracção durante 
15 minutos no banho de ultra-som e deixadas em repouso durante 30 minutos à 
temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas e o terceiro extracto colocado no 
congelador. 
 As 3 porções de extractos foram misturadas e o volume de extracto foi medido. 
 Antes da análise por HPLC, os extractos foram filtrados utilizando 0,45-msyringe e, 
adequadamente, diluídos na fase móvel A [89-96].  
 
3.4.2 Aplicação do método HPLC-ED à determinação de antioxidantes 
em películas de uvas pretas 
 
 Nas figuras 3.3 a 3.10 encontram-se os resultados obtidos utilizando a eluição 
em gradiente óptima: fase móvel A, 5 min, seguida de B, 15,5 min, por análise de 
HPLC-ED. 
 
Figura 3.3 – Cromatograma obtido do 1ºextracto de uvas. 
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Figura 3.4- Cromatograma obtido do 2ºextracto de uvas. 
 
 
 
 
 
Figura 3.5 – Cromatograma obtido do 3ºextracto de uvas. 
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Figura 3.6- Cromatograma obtido do 4ºextracto de uvas. 
 
 
 
 
 
Figura 3.7 – Cromatograma obtido do 5ºextracto de uvas. 
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Figura 3.8- Cromatograma obtido do 6ºextracto de uvas.  
 
 
 
 
Figura 3.9 – Cromatograma obtido do 7ºextracto de uvas. 
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Figura 3.10 - Cromatograma obtido dos vários extractos de uvas estudada. 
 
Na tabela 3.7, estão identificados os tempos de retenção (tR) obtidos para cada 
flavonóide presentes nas películas de uvas em estudo.  
 
Tabela 3.7 – Identificação dos flavonóides e os seus respectivos tempos de retenção (tR). 
 Flavonóides tR/minutos 
1 Delphinidin 2,5 
2 Catechin 5 
3 Myrtillin 8,5 
4 Kuromanin 12,5 
5 Peonidin 16 
6 Petunidin 17 
7 Oenin 18 
8 Rutin 20 
9 Myricetin 22 
10 Fisetin 25 
11 Quercetin 34 
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Em suma, podemos concluir que a maior quantidade e o maior número de 
flavonóides encontrava-se no 6ºextracto das películas de uvas Touriga Nacional.  
Na figura 3.11 podemos ver um gráfico representativo da intensidade de quatro 
flavonóides presentes nas películas das uvas para cada data de colheita. 
 
 
 
Figura 3.11 – Gráfico que ilustra a relação entre Intensidade com a data da colheita de alguns 
flavonóides (catechin, myrtillin, kuromanin e rutin).  
 
Posteriormente, foi feito também um estudo de películas de uvas Moscatel 
compradas num supermercado. Este estudo foi efectuado nas mesmas condições que o 
anterior mas foi diluído 10 vezes em fase móvel A. 
Figura 3.12 - Cromatograma obtido do extracto de uvas Moscatel. 
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De acordo com a figura 3.12, podemos verificar que as uvas Moscatel contêm 
alguns flavonóides comuns às uvas Toutiga Nacional. São eles: catechin, myrtillin, 
kuromanin, peonidin, petunidin, oenin, rutin e myricetin. Verificamos que existem 
outros mas não foi possível identificá-los. 
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Neste trabalho foi desenvolvido um método electroanalítico para a determinação 
de vários flavonóides, por HPLC com detecção electroquímica aplicando um potencial 
constante de + 0,50 V numa determinação com eluição de gradiente. As duas fases 
móveis foram: a fase móvel A constituída por 83% de água, 16% de metanol e 1% de 
ácido fórmico, e a fase móvel B constituída por 68,5% de água, 30% de metanol e 1,5% 
de ácido fórmico, com um volume de injecção de 25 µL, um fluxo de 1 mL/min e a uma 
temperatura de 40ºC. Os limites de detecção obtidos para os estes oito analítos foram 
inferiores a 20 nM.  
Foi também desenvolvida e optimizada uma metodologia para a extracção dos 
antioxidantes fenólicos em películas de uvas utilizando microondas e ultra-sons.  
A análise de HPLC-ED mostrou que são muitos os flavonóides presentes nas 
películas das uvas. No entanto, foi possível identificar onze flavonóides nas películas de 
uvas Touriga Nacional; que são: a delfinidina, a catequina, a myrtillina, a kuromanina, a 
peonidina, a petunidina, a oenina, a myricetina, a rutina, a fisetina e a quercetina, e 
concluir que os flavonóides estavam presentes em maior número e em quantidades mais 
elevadas no 6º extracto, ou seja, se as uvas tivessem sido colhidas no dia 3.9.2009, o 
vinho beneficiaria muito mais das propriedades antioxidantes dos flavonóides.  
A determinação por HPLC-ED é altamente sensível e resulta ser adequada para a 
determinação qualitativa e quantitativa de flavonóides e compostos fenólicos em 
amostras naturais pois todos eles apresentam electroactividade e, normalmente, estão 
presentes nos alimentos em concentrações muito baixas não detectáveis por métodos de 
detecção como DAD (“diode array detector”). 
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